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Dünnschichtchromatographische Trennung
und halb-quantitative Bestimmung des Blut-Phenylalanins als Verfahren zur
systematischen Prüfung auf Phenylketonurie bei Kleinstkindern
Von E. NrrscHKß
Aus dem Institut d'Hygiene et de S ante Publique^ Luxemburg (Direktor: Dr. F. Schwachtgen)
(Eingegangen am 4. Oktober 1967)
Es wird eine dünnschichtchromatographische Methode zur scharfen Trennung und zur halb-quantitativen Bestimmung des Plasma-
phenylalanins angegeben. Der Phenylalanin-Fleck befindet sich, klar getrennt, über denjenigen der anderen Aminosäuren. Zur Ver-
wendung gelangen Merck Fertigplatten Silicagel F254. Eine neue, spezifische Fluoreszenzmethode gestattet die einwandfreie Bestätigung
der Befunde, so daß falsch-positive Resultate ausgeschlossen sind.
Wegen ihrer sicheren Aussage, ihrer Einfachheit und Billigkeit wird sie in unserem Land als screening test für die eben anlaufende syste-
matische Untersuchung auf Phenylketonurie bei Kleinstkindern benutzt.
A thin layer Chromatographie method is reported for the clean separation and semi-quantitative determination of phenylalanine in blood
plasma. Ready-prepared plates of silicagel F254 (Merck) were used. The phenylalanine spot is clearly separated from all the other amino
acids, and its identity is confirmed by a new, specific fluorescence reaction, which excludes any false positive results.
Owing to its specificity, simplicity and cheapness, we now use this method in the routine phenylketonurk screening test on newly born
infants, which has just started in this country.
Ursache der Phenylketonurie ist die Abwesenheit eines
spezifischen Enzyms, der Phenylalanin-hydroxylase1) im
Organismus, wodurch die normale Umwandlung des
Phenylalanins in Tyrosin nicht stattfinden kann. Es ent-
*) Enzyme: Phenylalaninhydroxylase = Phenylalanin-4-4iydroxy-
lase (EC 1.99.1.2); L-Aminosäureoxydase = L-Aminosäure: O2
Oxydoreduktase (desaminierend) (EC 1.4.3.2).
steht eine starke Anhäufung von Phenylalanin bis auf
das 10—20fache der Normalwerte und gleichzeitig über
einen Stoffwechselseitenweg eine starke Vermehrung
der Phenylbrenztraubensäure, der Phenylmilchsäure, der
Phenylessigsäure u. a. m. Die Phenylbrenztraubensäure
kann sehr leicht im Harn durch Eisenchlorid nach·1
gewiesen werden .(Phenistix-Teststäbchen). Diese "Re-
2. klin, Chem. u. klin. Biochem. / 6. Jahrg. 1968 / Heft 3
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aktion ist jedoch nicht spezifisch und für eine Früh-
diagnose nicht geeignet, da die Phenylketone erst etwa
6 Wochen post partum, d. h. zu einem Zeitpunkt, zu dem
sich die Säuglinge nicht mehr in den Entbindungsan-
stalten befinden und einer systematischen Kontrolle
nicht mehr zugänglich sind, in nachweisbaren Mengen
im Harn erscheinen. Da dieser metabolische Fehler mit
seinen verhängnisvollen irreversiblen Auswirkungen auf
den Intelligenz-Quotienten durch eine geeignete, früh-
zeitig verabreichte phenylalaninarme Diät wirkungsvoll
bekämpft werden kann, ist es notwendig, den Phenyl-
alaningehalt des Säuglingsplasmas einige Tage nach der
Geburt zu bestimmen (1).
Als geeignete Untersuchungsverfahren sind zu nennen:
Die bakteriologische Methode nach GUTHRIE (2), die je-
doch nur in bakteriologischen Instituten ausgeführt
werden kann. Sie ist ziemlich ungenau, gibt relativ viele
falsch-positive Resultate und ist auch nicht streng
spezifisch, da Prolin ebenfalls die Hemmung des Wachs-
tums durch )8-2-Thienylalanin aufhebt.
Die en^ywatische Methode mit L-Aminosäureoxydase
nach LA Du und Mitarbeiter. Sie ergibt genaue Resultate,
gestattet die Bestimmung von Tyrosin neben Phenyl-
alanin, benötigt jedoch verhältnismäßig viel Blut und ist
ziemlich teuer (3).
Die ßuorometrische Methode (4) nach McCAMAN und
ROBINS hat augenblicklich die größte Verbreitung. Sie
bedingt jedoch die Anwesenheit eines teuren Fluores-
zenz-Spektrophotometers und hat den Nachteil der
relativen Unsicherheit von fluorometrischen Analysen.
Es werden 50 Serum (etwa 150 Vollblut) be-
nötigt.
Daneben werden auch verschiedene papierchromatographiscbe
Methoden vorgeschlagen. Grundsätzlich wären der-
artige chromatographische Verfahren vorzuziehen, da
sie einfach auszuführen und viel billiger sind, sich gut zu
Serienuntersuchungen eignen und außerdem den nicht
zu verkennenden Vorteil haben, neben einer Erhöhung
des Phenylalanins auch Anomalien anderer Aminosäuren
anzeigen zu können.
So konnten wir in einem Falle mit unserer dünnschichtchromato-
graphischen Methode beweisen, daß ein nach McCAMAN gefun-
dener erhöhter Phenylalaningehalt (10 mg/100 m/), nicht durch
einen spezifischen Enzymmangel bedingt war, da praktisch alle
Aminosäuren gleichwertig vermehrt waren.
Die sehr einfache Methode nach CULLEY und MERTZ (5)
ergab bei uns keine befriedigenden Resultate. Auch die
etwas aufwendigere Methode nach SCRIVER (6) konnte
nicht befriedigen, da sie nicht sehr empfindlich und zu-
dem ziemlich ungenau isv. In Anlehnung an das Ver-
fahren von GUTHRIE geht man von Blutflecken aus, die
autoklaviert und danach mit verdünntem Alkohol aus-
gezogen werden.
Es scheint verwunderlich, daß unseres Wissens bis jetzt
in der Literatur keine dünnschichtchromatographische
Methode erschienen ist, da doch die Dünnschicht-
chromatographie vor der Papierchromatographie viele
Vorteile besitzt und auf dem Gebiet der Aminosäuren
dieselbe immer mehr verdrängt.
Von einem derartigen Untersuchungs verfahren ist zu
fordern:
1. Das Phenylalanin muß durch eine eindimensionale
Entwicklung klar von den anderen Aminosäuren ge-
trennt werden.
2. Neben der Identifizierung durch den Äp muß eine für
Phenylalanin spezifische Nachweismethode zur An-
wendung kommen.
3. Es wäre zwecks Erleichterung der Auffindung der be-
treffenden Flecke wünschenswert, daß dieselben ent-
weder oberhalb oder unterhalb der anderen Amino-
säuren liegen, d. h. also entweder einen höheren oder
einen niedrigeren 7ZF-Wert haben.
Durch Hochspannungs-Dünnschichtelektrophorese (Ar-
beitsbedingungen: 700V, 40 Min., lOproz. Ameisen-
säure) konnten wir für das Phenylalanin eine geringere
Wanderungsgeschwindigkeit gegenüber den anderen
Aminosäuren erreichen (mit Ausnahme des Taurins, das
praktisch am Startpunkt bleibt und somit nicht stört).
In der Zwischenzeit konnten wir jedoch ein Fließmittel
finden, in welchem das Phenylalanin einen deutlich
höheren ÄF-Wert hat als die anderen, normal vor-
kommenden Aminosäuren. Es hat folgende Zusammen-
setzung: tert. Butanol/Äthylmethylketon/25proz. Am-
moniak/Wasser : 30/30/10/10 (v/v).
Es gelang uns weiterhin, ein für Phenylalanin spezi-
fisches Fluoreszenz-Nachweisverfahren auszuarbeiten.
Besprüht man die Platte mit einem alkalischen Nin-
hydrinreagenz und nach der Farbentwicklung mit
Natronlauge, so entsteht nach Erhitzen eine rein weiße
Fluoreszenz, welche von keiner anderen von uns ge-
prüften Aminosäure gegeben wird. In Verbindung mit
dem sehr günstigen ÄF-Wert liegt demnach eine ab-
solut sichere Identifizierung des Phenylalanins vor, so
daß falsch-positive Resultate im Gegensatz zu anderen
Methoden ausgeschlossen sind. Nach der Testflecken-
vergleichsmethode können die Phenylalaningehalte mit
einer Genauigkeit von* wenigstens l mg/100 m/ ab-
geschätzt werden.
Methodik
Vorbereitung der Probe
Zur Blutentnahme verwenden wir die heparinierten kalibrierten
Kapillarröhrchen zur Mikro-Hämatokritbestimmung, die wie
üblich verschlossen und in die mit laufenden Nummern versehenen
Halter eingesteckt werden (Seal-ease holder der Firma Clay-
Adams).
Im Laboratorium werden sie in der Spezial-Mikrozentrifuge aus-
geschleudert, in der Mitte zerbrochen und 25 des klaren Plasmas
in Mikrozentrifugengefäße (Eppendorf) eingeblasen, in welche vor-
her 100 Äthanol p. a. eingefüllt wurden.
Chromatographie
Nach dem Mischen und Zentrifugieren werden mittels einer
Hamiltonspritze 25 der überstehenden klaren, eiweißfreien
alkoholischen Lösung auf die Platte aufgetragen (Föhn). Es soll
Sorge getragen werden, daß die Flecken einen gleichmäßigen
Durchmesser haben, der 3 mm nicht übersteigen soll.
Wir verwenden Merck Silicagel-Fertigplatten (20 X 20 cm). Sie
haben vor den selbsthergestellten Platten den Vorzug einer
gleichmäßigen und festeren Kieselgelschicht, die durch die
Metallspitze der Hamiltonspritze nicht zerstört wird.
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Als Testlösungen verwenden wir zwecks besserer Vergleichs-
möglichkeit ein Mischserum dessen Phenylalaningehalt nach
McCAMAN und ROBINS bestimmt wurde. Man begeht jedoch
keinen nennenswerten Fehler, wenn man für dieses Mischserum
einen Phenylalaningehalt von rund 2 mg/100 m/ annimmt.
Dieses Serum wird mit einer Iproz. Phenylalaninlösung so an-
gereichert, daß man eine Vergleichsreihe folgender Konzentrationen
erhält: 2,0 mg/100 m/ (ohne Zusatz) 4, 6, 8 und 10 mg/100 m/. Im
Kühlschrank aufbewahrt halten sich diese Seren etwa 2 Wochen.
Auf jede Platte werden 3 Vergleichsseren z. B. 2, 4 und 10 /zg/
100 m/, sowie die zu untersuchenden enteiweißten Proben (Ab-
stand 12 mm) aufgetragen. Es können jeweils 10-^ 12 Proben auf-
gebracht werden. Die Entwicklung erfolgt aufsteigend bei
Kammcrsättigung durchlaufend während 6 Stdn. Zu diesem
Zweck wird vermittels Papierklemmen ein mehrfach gefaltetes
Stück „Kleenex"-Papier an der oberen Kante der Platte befestigt,
das sich mit dem übersteigenden Laufmittel vollsaugt. Lauf-
mittel: tert. Butanol/Äthylmethylketon/25proz. NH3/Wasser:
30/30/10/10 (v/v). Anschließend werden die Platten durch inten-
sive Belüftung getrocknet und von Ammoniakspuren befreit. Hiej>
zu eignen sich bestens die kleinen Heim-Heizlüfter. Die Trock-
nung soll bei 1000 W, erste Stufe des Ventilators, wenigstens
eine Stunde dauern.
Nachweis
Auf die abgekühlte Platte werden 30 m/ Ninhydrinlösung auf-
gesprüht (oder Tauchlösung). Diese Lösung hat folgende Zusam-
mensetzung: 100 mg Ninhydrin in 30 m/Aceton gelöst, plus 2 m/
Triäthylamin. Sie soll jedesmal frisch hergestellt werden. Die Farb-
entwicklung erfolgt ebenfalls unter dem Heizlüfter bis zur maxi-
malen Farbintensität (15—30 Min.). Die Phenylalaninflecke befin-
den sich mit klarem Abstand über den anderen Aminosäure-
flecken. Bei heparinierten Proben erscheint ein ninhydrin-positi-
ver Fleck, welcher mit größerem Abstand über den Phenylalanin-
Flecken liegt und somit nicht stört. .Sie haben eine bräun-
lich-blaue Farbe, die bei normalen Gehalten zwar schwach,
jedoch deutlich erkennbar ist. Wegen der günstigen Lage der
Phenylalaninflecken ist auch bei ungleichmäßiger Entwicklung eine
Verwechslungsgefahr nicht gegeben. '
In den seltenen Fällen, wo eine Probe einen gegenüber der Ver-
gleichslösung von 2 mg/100 m/ intensiv gefärbten Phenylalanin-
fleck auf weist, wird das spezifische Nachweisverfahren angewendet.
Auf die waagerechte Platte wird N Natronlauge aufgesprüht bis
zur völligen Durchnässung der Kieselgelschicht. (Sie soll jedoch
nicht „schwimmen"). Es ist nicht nötig, die ganze Platte zu be-
sprühen. Die Platte wird sofort waagerecht in einen auf 90° ge^
brachten Heizschrank gelegt und hier wenigstens eine halbe Stunde
belassen. Nach dem Erkalten ergeben die Phenylalaninflecken unter
der langwelligen Analysenquarzlampe eine spezifische weiße
Fluoreszenz. Die Empfindlichkeit hängt naturgemäß von der ver-
wendeten Quarzlampe ab. Unter unserer Quarzlampe älteren
Modells ist die Fluoreszenz der normalen Phenylalaningehalte eben
zu erkennen, während erhöhte Werte eine stärkere Fluoreszenz er-
geben, die der Konzentration proportional ist.
Quantitative Bestimmung
In den Ausnahmefällen, wo ein erhöhter Phenylalaningehalt fest-
gestellt wurde, wird eine neue Platte angesetzt mit den Vergleichs-
lösungen von 2,4, 6 und 8 mg/100 m/, sowie je nach dem ge-
schätzten Gehalt der Probe 5,10,15 oder 20 der alkolischen
enteiweißten Probelösung. (Da das ursprüngliche Volumen 125
betrug, steht genügend Probelösung zur Verfügung; es ist also
nicht nötig, eine neue Blutentnahme vorzunehmen.) Die Behand-
lung der Platte erfolgt wie vorher angegeben. Es kann ohne be-
sondere Übung eine Abschätzgenauigkeit von mindestens l %\
100 m/ erreicht werden.
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Abb. l
Trennung von 18 Aminosäuren auf Merck-Fertigplatten Silicagel
20 X 20 cm.
fließmittel: tert. ButanoI/ÄthylmethyIketon/25proz Ammoniak/.
' Wasser: 30/30/10/10 (v/v), aufsteigend. Laufstrecke 18 cm
Wie oben gesagt besteht die Möglichkeit, im selben
Arbeitsgang Anomalien der anderen Aminosäuren zu
erkennen. Die eindimensionale Chromatographie er-
laiibt es allerdings nicht, Aussagen über alle Amino-
Isäuren zu machen, da eine Trennung aller Aminosäuren
nicht erreicht werden kann. Wie aus unserer Abbildung
ersichtlich, ist Tyrosin nicht von Leucin, Isoleucin und
Threonin getrennt. Eine starke Erhöhung des Tyrosin-
gehaltes kann an einer intensiven bräunlich-blauen Farbe.,
des unterhalb des Phenylalaninfleckens liegenden Flecks
erkannt werden. Die Identifizierung muß jedoch ge-
trennt vorgenommen werden mit a-Nitroso-/?-Naphthol-
Reagenz nach ACHER (7). Wir glauben jedoch, daß es
nötig ist, in allen anomalen Fällen den Nachweis und
die Abschätzung durch eine zweidimensionale Chroma-
tographie vorzunehmen, sowie dies ja auch von BICKEL
gefordert wird (1).
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